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Structure 01 Digoxin， 
-2 -
at12↑j 摘l1idi流行におけるジゴキシン行排刑不動
脱却に従い(9-12) 、 Wistar系b:{~1tラットイ i作動111~， N1tJ1氏、以竹にカニニ，.










た。ウアベインは、 Na+.K t -ATPaseをr~'l ~ I ;.する(1)ことにより、 Na' 勾配
の{氏ドによるi呼吸収の低ド、 Na+勾配により駆動されるクソレコースの|呼











ExperimentaJ Conditions of the Isolated Perfused Rat Kidney. 





(mVmin) (mVmin) (mVmin) (%) (%) 
Control (7) 5.18 ~ 0.63 0.093 ~ 0.039 0.409 ~ 0.084 94.8 ~ 3.2 96.9 ~ 1.0 
Steady-state condition 
Quinidine 0.8μM(3) 5.13 ~ 0.25 0.138 ~ 0.138 0.498 ~ 0.324 84.5主13.3 97.4土 0.5
Quinidine 8.μM(3) 4.93 ~ 0.62 0.115之 0.071 0.379 ~ 0.133 91.3 ~ 4.7 96.1 ~ 0.6 
.，. Verapamil 0.8μM(3) 5.15 ~ 0.23 0.094 ~ 0.029 0.380 ~ 0.066 92.6 ~ 6.3 95.7 ~ 3.9 
Verapamil8，μM(3) 5.10 ~ 0.27 0.082 ~ 0.050 0.378 ~ 0.133 95.6 ~ 1.2 95.4 ~ 2.3 
1EA300μM(3) 5.25 ~ 0.52 0.095 ~ 0.025 0.322 ~ 0.167 87.2~ 5.5キ 93.3主1.6“
PAH300μM(3) 5.42 ~ 0.22 0.083 ~ 0.025 0.339 ~ 0.136 90.3之 2.9 97.4主 0.4
Ouabain 300μM (3) 5.24主0.62 0.209 ~ 0.068本本 0.461~ 0.104 61.3主 7.6*村 93.3 ~ 0.5*** 
Oigitoxose 300.μM(3) 4.90主0.36 0.104 ~ 0.012 0.411 ~ 0.100 95.2 ~ 2.4 97.7 ~ 3.1 
ONP 1mM (3) 5.42 ~ 0.48 0.072 ~ 0.029 0.366 ~ 0.049 95.9 ~ 2.3 98.5 ~ 0.4 
Vinblastine 8μM(3) 5.25 ~ 0.31 0.165 ~ 0.141 0.431 ~ 0.258 86.2 ~ 13.2 96.5 ~ 2.3 
Vinblastine 20μM(3) 4.86 ~ 0.02 0.1 06 ~ 0.048 0.490 ~ 0.234 93.7 ~ 2.6 97.1 ~ 4.1 
Oaunorubicin 20μM (4) 5.41 ~ 0.76 0.108 ~ 0.030 0.537 ~ 0.125 96.4 ~ 1.4 98.3 ~ 0.8 






b GFRC FRNa+ 
d 
FRGl♂ 
(mνmin) (mVmin) (mνmin) (%) (%) 
Bolus ∞ndition 
Quinidinc 80μM(3) 4.78 ~ 0.39 0.112 ~ 0.035 0.461主0.066 91.7 ~ 5.0 98.4 ~ 0.4 
Verapamil80，μM(3) 5.11 ~ 0.14 0.110 ~ 0.022 0.501 ~ 0.100 93.4 ~ 1.0 96.6 ~ 1.5 
Vinblastine 200μM(3) 4.72玄 0.35 0.079 ~ 0.008 0.381 ~ 0.104 95.7 ~ 1.5 96.8:t 1.1 
v、 l Plasma'f1ow rate. 
b Urine f10w ratc. 
C Glomerular filtration ratc， 
d Fractional reabsorption of Na+. 
e Fractional reabsorption of glucosc. 

















InjectionJ S~lu~t;~~~" [14C]lnulin 
I Evans-blue Albumin 
0.0 



























Typical Venous (A) and Urinary (8) Outflow Curves 
of Albumin (ム)，Inulin (0) and Digoxin (・)in the 
























Na + .K+ -ATPaseが~Il~，!;'されていると号えられウアベイン0.3mM共有.ド、イヌリンの排前condillonrた験で、その彫物を調べた。 Fig.4の縦和hは、
ジゴキシン分泌に彰響がないことが観'然できたことより、る条件で、11とシ斗キシンの蛍(J払介本(20%:)から見積ったジゴキシンの糸球体協
Na + ，K+ -ATPaseはジゴキシン分泌に関与していないことが腕部レベルでj品事(Filtrationfraction; FF)に対する尿中排地本(FractlonalExcretion; FE) 
明らかとなった。







Effect 01 Several Compounds on Renal Tubular 
Secretion 01 Digoxin in the Isolated Per1used Rat 
Kidney. 
Values are means :!: S.O. *女， p<0.01， significantly different 
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気~2 釘j HL不快Jl尿剤キニジン、ベラハミルとの，j:ll/ ，~作川
ジゴキシンは、抗不樫脈剤キニジ、ン(Fig.5)と併川されるが、これがジ
ゴキシンのIflL'1 i~ Jrを tげ、副作用が惹起されることが偽休 II¥J凶とな











































































































































Fig.7・ condition condition 
Effect of Ouinidine and Verapamil on Renal Tubular 
Secretion in the Isolated. Perfused Kidney. 
Values are means:t S.D. *; p<O.05， **; p<O.01， significantly 




Typical Venous (A) and Urinary (8) Outflow Curves 
of Albumin (.d.)， Inulin (0) and Digoxin (・)in the 























































Effect of Probenecid on PAH Transport 
0; Control ・Probenecid 0.1 m M 



























Effect of Quinidine on Digoxin Transport 
アニオン愉送系により細胞内に能動的に取り込まれるPAHのratioplotを
























Ratio Plot of p-Aminohippurate (PAH) and Digoxin in 
the Isolated Perfused Rat Kidney. 
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。











P一私'filil' I i'1は、 l行において近作)A<納符刷(-紘JI英に肋イ1:していることが知
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Fig. 10. Reserpme 
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また、将臓の近位以制1竹;I : J~創1111包A(lIJ (. 動的に細胞外へ排1する(41，42)。Steady-state condition 
綜1英、J1F臓のJf!竹側JI英、小腸の管腔側膜、 bfリi庁、 J!同の1(11WI勾j主制I1包?;;のFig. 11. 
E11ect 01 Agents That Bind to P-Glycoprotein on 





Values are means :r S.D. *; p<0.05， **; p<0.01， ***; Pく0.001，
significantly different from control. 解明した例はない。

















Scheme 01 the Putative Structure 01 P-Glycoprotein. 
-22-















































Stable Transformant I 
い刊)mRNA 占
:〆① Table 2 Relative Resistance to Anti-Cancer Agents Compared with 
内"‘ ν句，、 LLC-PK1 Cells. 
↓…election 
Cell Death 山①





















Method for Transfection of MDR1 cDNA to LLC-PK1 
Cells. 
-24- -25 -
Soulh.，n Bloulng RN・.P，oleetlon A・・v w・I.，nBloulng 
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A; Southern Blotting for Host (Iane 1) and 
Transfectant (Iane 2) Cells. B; RNase Protection 
Assay for mRNA from HepG2 (Iane 1)， Host (Iane 2) 
and Transfectant (Iane 3) Cells and tRNA (Iane 4). 
C; Western Blotting for Host (Iane 1) and 
Transfectant (Iane 2) Cells. 
..1Ii 
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Cytochemical Localization of P-Glycoprotein Using 
Electron Microscopy. Arrows represent gold grains. 
Fig. 15. 
Immunostaining for Host (A) and Transfectant (B) 















に排出ポンプとしてPー 糖蛋白質が存在する場合、 P一新蛍n質により輸l，tJI時に添加することによりモニターしたが、 1時間あたり 1.5%以下と大き
送される基質ならば、側底11英側から受動拡散で細胞内に取り込まれた)I~なものではなく、飢宵剤添加1与も変化がなかったことから、特に補正は


































Transepithelial Transport of Vinblastine in Host (0， 
.6) and Transfectant (・，..)Cells. 
Basal to Apical Transport; o，e 
Apical to Basal Transport;ム，企
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TIME (H R) 
























































Transepithelial Transport of Cortisol (A)， 
3 
Aldosterone (8) and Dexamethasone (C) in Host (0， 
ム)and Transfectant (・，企)Cells. 
Basal to Apical Transport; o，e 
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Transepithelial Transport 01 Progesterone (A)， 
Testosterone (8)， Estradiol (C)， Corticosterone 
and Oeoxycorticosterone (E) in Host (0，6.) 
Trans1ectant (・，企)Cells. 
Basal to Apical Transport; o，e 







Effect 01 20μM Verapamil on Transepithelial 
Transport 01 Cortisol (A)， Aldosterone (8) and 
Oexamethasone (C) in Trans1ectant Cells. 
without Inhibitor Basal to Apical Transport; 0 
Apical to Basal Transport; 6. 
with Inhibitor Basal to Apical Transport;・













Fig. 21. Continued. 
(E) 


















































Transepithelial Transport of Digoxin in Host (0， 
ム)and Transfectant (・，.A)Gells. 
Basal to Apical Transport; o，e 
Apical to Basal Transport;ム，.A
-36 -
次に、 p-糖蛍 (I 'ñ:の).~賀、 あるいは阻主剤として知られているピンブ
ラスチン、 キニジン、 ベヲパミノレのジ、ゴキシン税制HJ泡輸送に対する拶科
を検討した。 これら11l'.';.剤共作ドでは、 側j底)民側から国側膜側への愉送
はfl¥;ドし、 国側JI英側から側j点1英側への輸送は !:!t/.し、 輸送の}j向性が火
われた(Fig.23)。これは、 p-糖蛋白質を阻二与することにより受動拡散の




































































0 1 2 
Fig.23. TIME(HR) 
1 2 3 
TIME(HR) 
3 
Effect of 20μM Vinblastine (A)， Ouinidine (8) and 
Verapamil (C) on Transepithelial Transport of 
Digoxin in Transfectant Cells. 
without Inhibitor， 8asal to Apical Transport; 0 
Apical to Basal Transport; D. 
with Inhibitor， Basal to Apical Transport;・
































Measurement of Digoxin Efflux from the Cell. 
-39 - -40-
30 
(A) To Aplcal Side 
30 
)( ~ I _.IW_/ ~ ~ 
:; I I ../. .l/" ~ ー ー: I / _L/"，:.-，. : 1 A 
















(C) In Cell 





Digoxin Efflux 1rom Host (ー-0・ー )and Trans1ectant 
Cells in the Absence (ー -0ー )or Presence 01 50μM 
(--ー )or 100μMト合一)01 Ouinidine to the Apical 
Side (A) and Basal Side (B) and Residual Amount in 
the Cells (C) after a 3・hrEfflux. 
-41 -
第5針i ジゴキシン体内動態におけるP一事siftit!'|質のI"Q，J';"-
以上本 f;tでは、ヒト p-~ff蛍 f~l 質を発現させた細胞株での統制It包輸送、
並びに細胞からの却|山を検討した結果、ジゴキシンはP 札Ifli 1' 'l'iにより































(58) P -t~.'f.tli r'I質はI(li夜一JI同開門にもイバEしており、脳内に入ってきた






































Structure of Spironolactone. 
-45 -






















































































































てシo o f 
2 
3 
01 20μM(A)or50μM (B，C) Spironolactone 
on Transepithelial Transport 01 Digoxin (A，B) and 
Vinblastine (C) in Trans1ectant Cells. 
without Spironolactone， Basal to Apical Transport; 0 
Apical to .Basal Transport; ~ 
with Spironolactone， Basal to Apical Transport;・







E11ect 01 Verapamil and Spironolactone on 
CH]Azidopine Binding to P-Glycoprotein. 
Host; lane 1， transfectant; lane 2・8，with verapamil; lane 
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Experimental Conditions of the Isolated Perfused Kidney. 




I Rぃ +d"'. 
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0.552 :1: 0.07 J 0.139主 0.025










Digoxin Efflux from Transfectant Cells in the 
Absence (0) or Presence of 50μM(・)or100μM
(.A.) of Spironolactone to the Apical Side (A) and 
8asal Side (8) and Residual Amount in the Cells (C) 
after a 3・hr Efflux. C Glomerular fualralion ratc. 
dドractionalreabsorption of Nぶ.
• Fractional rcabsorption of glu∞!'c. 
* Siginificantly difcrcnt froll control， P<O.01. 
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Typical Venous (C) and Urinary (0) Outflow Curves 
of Albumin (ム)， Inulin (0) and Oigoxin (・)in the 
Presence of 50μM Spironolactone in the Isolated 






Typical Venous (A) and Urinary (8) Outflow 
of Albumin (ム)，Inulin (0) and Oigoxin (・)in the 
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Fig. 31. 
Effect of Spironolactone on Renal Tubular Secretion 
of Digoxin in the Isolated Perfused Rat Kidney. 
Values are means土 S.D.**; p<0.01， ***; Pく0.001，









































































































Effect of 5μM (A) or 10μM (8) Cyclosporin A on 
Transepithelial Transport of Digoxin in 
Transfectant Cells. 
without Cyclosporin A， Basal to Apical Transport; 0 
Apical to Basal Transport;ム
w i t h Cyclospori n A， Basal to Ap ical Transpo rt;・
Apical to Basal Transport; A 
3 


















































Transepithelial Transport of Cyclosporin A (CsA) 
in Host (0，ム)and Transfectant (・，A)Cells. 
Basal to Apical Transport; o，e 
























Experimental Conditions of the Isolated Perfused Kidney. 







(ml/mlO) (ml!min) (ml/mlO) 
97.8:t 0.7 96.5 :t 3.2 0.589 :t 0.097 0.111 :t 0.035 4.87:t 0.36 Conlrol (4) 
じぉ八 lμM(4) 
Cs八5μM(3) 
96.9:t 2.2 92.9主 3.70.632 :t 0.205 0.144主 0.0394.59:t 0.60 
97.8主 0.698.0主 0.20.719主 0.1390.116主 0.0184.53主 0.56
。
• Plasma f10w ralC. 
Fig.35. 
E11ect 01 Cyclosporin A (CsA) on Tubular Secretion 
of Digoxin in the Isolated Perfused Kidney. 












b Urinc f10w ralC. 
C Glomcrular filalralion ralC. 
d FraClional rcabsorplion t)f Na+. 
• FraClional rcab弓orplion(}f glu∞札






































































学医学部 助1¥ r 手教佼に点心より深1~4なる e甜Jむを衣します。
また、 1 イ々i椛な御助パ、御指導を戴いた点都大学医学iT|i 谷川原材i
介講(lrjiに深謝致します。
さらに、有侍な御助パ、御指導を戴いた*点医科前科大学医学部 乾
















ソースはSigmaChemical Corporation (St. Louis， MO)よりそれぞれ購入
した。他のぷ必はすべて"il坂JIlI特級をJf]いた
手術:Wistar系雌性ラット(225・280g; 255土1g)をベントパルビタール
(40 mg/kg， ip)麻酔下Nishiitsutsuji-Uwoらの)J法により摘11.1した(73)011 
ち、尿管、静脈にそれぞれポリエチレンチューブ(PE・10，id: 0.28 mm. od: 








Tekntka)、8栂のアミノ般 (0.5mMメチオニン、 2.0mMアラニン、 5.0
mMグリシン、 2.0mMセリン、 1.0mMアノレギニン、 2.0mMプロリン、

























































GBQ!mmol)、イヌリン(0.38GBq/g)はNewEngland Nuclear (Boston. MA) 
より眺人した。 I'HJt':!識ビンプラスチン(592GBq/mmol)、[JHI枕;識イヌ
リン(31.6G Bq/g)はAmershamCorporation (Buckinghamshire， UK)より
u出入した。コノレヒチンはナカライテスクより附人した。抗P一新蛍I'liモ
ノクローナルfi日本C2J9はCentocorから購入し、 MRK16は的地 陀教段






Collection. ATCC CRL・1392)は10%牛胎児Ifn.7J'i (M lcrob Jologica I 
Assoclates. RockvJlle. MD)を合むmedium199(Flow しめoratories
Bethesda， MD)で、 5勿 CO，・95lAair 、37Cの環岐ド、 COインキュベー
ター内で出義した。 4・511ごとに0.050子トリプシン、 0.02悦

























RNA probe cDNA probe 
PN 5A 
Fig.36. 



























TBSで洗Y(t後、 biotinylatedrabbit anti-mouse IgG、alkaline




















1 '4CH~\'!識したイヌリン(3.3 μ &1m1， 1.25 kBq/ml)を添加しておき、制j抱1mI!j~t 
の削れをモニターした。実験終 fu白後に、 ìl<冷級柾if液で、制!胞衣而iを rjH'(~












人~nの場合、 C4C]牒識イヌリン(3.3μ g/ml. 1.25 kBq/ml)を、 ['4CH~~!識デオ






































上で紫外線ランプ(Ultra-VioletProducts， Black Ray Type XX-15L)で30分
照Aすした。 7%ゲル上でSDS-PAGEによりラベル化された蛋内貿を分離し、
10%酢酸、 30%メタノー ノレで[剖定後、 Autoradiography月l噌感剤
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